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แช่แข็งดว้ยวิธีวิทริฟิเกชั่น ในการศึกษาน้ีสารไครโอโพรเทกแทนต ์ได้แก่ เอทิลีนไกลคอล (EG)   
โพรพิลีนไกลคอล (PROH) และไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) ได้ถูกน ามาใช้ในอัตราส่วน          
4% (v/v) ในน ้ ายา equilibration (ES) และ 35% (v/v) ในน ้ ายา vitrification โดยใชแ้บบผสม ดงัน้ี  
EG + DMSO, EG + PROH, PROH + DMSO และ EG + PROH + DMSO 
การทดลองที่หน่ึง เพื่อศึกษาความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทกแทนต์ ไข่โคที่ผ่านการ
เล้ียงให้สุกในหลอดทดลองถูกน าไปผ่านน ้ ายาแช่แข็งที่มีส่วนผสมของสารไครโอโพรเทกแทนต์
แตกต่างกัน 4 ชนิด เป็นเวลา 30 วินาที โดยไม่ผ่านการแช่แข็ง ผลปรากฏว่า อัตราการรอดชีวิต 
(93.53% – 94.86%) การพฒันาเป็นตวัอ่อนระยะ cleavage (58.73% - 61.39%) และบลาสโตซีสต ์
(22.65% - 22.82%) ในกลุ่มไข่โคที่ผ่านน ้ ายาแช่งแข็งทั้ง 4 ชนิด ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติและ
เม่ือเปรียบเทียบกบัไข่โคในกลุ่มควบคุม (95.53%, 62.08% และ 24.88% ตามล าดบั) 
การทดลองที่สอง เพื่อศึกษาประสิทธิภาพในการแช่แข็งของสารไครโอโพรเทกแทนตไ์ข่
โคที่ผ่านการเล้ียงให้สุกในหลอดทดลองถูกน าไปผ่านน ้ ายาแช่แข็งที่มีส่วนผสมของสารไครโอ-
โพรเทกแทนตแ์ตกต่างกนั 4 ชนิด เป็นเวลา 30 วินาที แลว้น าไปแช่แข็งดว้ยวิธีวิทริฟิเกชัน่และเก็บ
ไวใ้นไนโตรเจนเหลว ผลปรากฏวา่ อตัราการรอดชีวติหลงัท าละลายในกลุ่มไข่โคที่ผา่นการแช่งแข็ง
ดว้ยน ้ ายาแช่แขง็ทั้ง 4 ชนิด (89.56% - 92.37%) ให้ผลไม่แตกต่างกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัไข่
โคในกลุ่มควบคุมที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง (95.96%) ภายหลังการเล้ียงไข่โคแช่แข็งที่รอดชีวิตต่อใน
หลอดทดลอง พบว่า อัตราการพฒันาเป็นตวัอ่อนระยะ cleavage (36.80% - 41.56%) และระยะ 
บลาสโตซีสต์ (5.45% - 7.61%) ในกลุ่มไข่โคที่ผ่านการแช่งแข็งด้วยน ้ ายาแช่แข็งทั้ ง 4 ชนิด ไม่
แตกต่างกนัทางสถิติ แต่ให้ผลต ่ากวา่อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) เม่ือเปรียบเทียบกบัไข่โคใน
กลุ่มควบคุมที่ไม่ผา่นการแช่แขง็ (64.86% และ26.35% ตามล าดบั)  
การทดลองที่สาม ไข่โคถูกน าไปเล้ียงใหสุ้กในน ้ ายาเล้ียงที่เติมสาร IGF-1 ในปริมาณ 0, 50, 
100 และ 200 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ในน ้ ายาเล้ียงไข่สุก ภายหลังการแช่แข็งและท าละลายผล
ปรากฏว่า ไม่พบความแตกต่างทางสถิติในอตัราการรอดชีวิตของกลุ่มไข่โคที่ผา่นการเล้ียงในน ้ ายา
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เล้ียงไข่สุกที่เติมสาร IGF-1 ก่อนการแช่งแขง็ (92.55% - 95.11%) และไข่โคในกลุ่มควบคุมที่ไม่ผา่น
การแช่แข็ง (95.96%) ภายหลงัการปฏิสนธิในหลอดทดลอง ถึงแมว้่าอัตราการพฒันาเป็นตวัอ่อน
ระยะ cleavage ในกลุ่มไข่โคที่ผา่นการเล้ียงในน ้ ายาเล้ียงไข่สุกที่เติมสาร IGF-1 ในปริมาณ 50 และ 
100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (50.91% และ 53.15%) ก่อนการแช่งแข็งใหผ้ลสูงกวา่กลุ่มไข่โคแช่แข็ง
ที่ไม่ได้เติมสาร IGF-1 (0 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) ในน ้ ายาเล้ียงไข่สุกอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(P>0.05) แต่เม่ือเปรียบเทียบกบัไข่โคในกลุ่มควบคุมที่ไม่ผา่นการแช่แข็ง (63.51%) ปรากฏวา่ใหผ้ล
ต ่ากวา่อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติในส่วนอตัราการพฒันาเป็นตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสตใ์นกลุ่มไข่โค
ที่ผา่นการเล้ียงในน ้ ายาเล้ียงไข่สุกที่เติมสาร IGF-1 (7.19% - 8.24%) ให้ผลไม่แตกต่างกนัทางสถิติ
เม่ือเปรียบเทียบในกลุ่มการเติมสาร IGF-1 ในน ้ ายาเล้ียงไข่สุกในปริมาณต่างๆ แต่ให้ผลต ่ากวา่อยา่ง
มีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับไข่โคในกลุ่มควบคุมที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง 
(25.11%) 
ผลของการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่า สามารถแช่แข็งไข่โคโดยใชน้ ้ ายาแช่แข็งที่มีส่วนผสม
ของสารไครโอโพรเทกแทนต์ ทั้ง เอทิลีนไกลคอล โพรพิลีนไกลคอล และไดเมทิลซัลฟอกไซด์     
ซ่ึงน ้ ายาแช่แขง็เหล่านั้นไม่ก่อความเป็นพษิและใหป้ระสิทธิภาพการแช่แขง็ที่เหมือนกนัต่ออตัราการ
รอดชีวิตและการพฒันาเป็นตวัอ่อนระยะต่างๆของการแข็งไข่โคดว้ยวิธีวิทริฟิเกชัน่ และถึงแมก้าร
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 The objectives of this study were to investigate the toxic effect and vitrification 
efficiency of permeating cryoprotectants (CPAs) on oocyte survival and embryo 
development of in vitro matured (IVM) bovine oocytes after vitrification. In this study, 
three CPAs including ethylene glycol (EG), dimethyl-sulfoxide (DMSO) and 
propylene glycol (PROH) were added in a equilibration solution (ES) and a 
vitrification solution (VS) in total 4% (v/v) and 35% (v/v) of 4 kinds of combinations 
(EG + DMSO, EG + PROH, PROH + DMSO and EG + PROH + DMSO).  
 In experiment I, the toxic effect of these solutions was investigated. IVM 
bovine oocytes were exposed to 4 kinds of CPA combinations for15 min in ES and 30 
sec in VS without cooling. There was no difference on survival (93.53% – 94.86%), 
cleavage (58.73% - 61.39%) and blastocyst rates (22.65% - 22.82%) in CPA exposed 
groups compared to the fresh control group (95.53%, 62.08%, and 24.88%, 
respectively).  
 In experiment II, the vitrification efficiency of these solutions was investigated. 
IVM bovine oocytes were vitrified with the above 4 kinds of CPAs combinations by 
using Cryotop. After warming, the survival rate in the 4 vitrified groups (89.56% - 
92.37%) was not significantly different compared to the fresh control (95.96%).      
IV 
 
The rates of cleavage (36.80% - 41.56%) and blastocyst (5.45% - 7.61%) in the 4 
vitrified groups were significantly lower (P > 0.05) than those of the fresh control 
group (64.86% and 26.35%, respectively). But, these solutious made no statistically 
significant difference in the blastocyst rate among the 4 vitrified groups (P>0.05), 
EG+DMSO (7.61%), EG + PROH (6.74%), EG + PROH + DMSO (6.11%), and 
PROH + DMSO (5.45%), respectively.  
 In experiment III, bovine oocytes were IVM supplemented with 0, 50, 100 and 
200 ng/mL IGF-1. Following vitrification and warming, the oocyte survival rates were 
not significantly different among the IGF-1 supplemented groups (92.55% - 95.11%) 
and fresh control (96.33%). The cleavage rate in the 50 and 100 ng/mL IGF-1 groups 
(50.91% and 53.15%) were significantly higher (p < 0.05) than those in 0 ng/mL   
IGF-1 group (42.73%) but there was significantly lower than that in the fresh control 
group (63.51%). The blastocyst rate was not significantly different among IGF-1 
supplemented groups (7.19% - 8.24%) but significantly lower than that in the fresh 
control group (25.11%). The number of ICM and TE cells was not significantly 
different among IGF-1 supplemented groups and fresh control group.  
 In conclusion, there was no difference on the toxic effect among those CPAs 
combination treatments. They had the same efficientcy on oocyte survival and embryo 
development in IVM bovine oocytes vitrification. Although, the supplementation of 
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